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(57) Abstract: The invention relates to a cell culture insert (1) 
comprising a beaker-shaped insert wall (11), a base (9) consisting 
of a membrane filter, projecting support arms (3, 4) that are dis- 
tributed around the periphery of the top and lateral spacers (7, 8) 
for a vertical and horizontal orientation in a well (2) containing a 
liquid culture medium (N) in a cell culture plate. According to the 
invention, the spacers (7, 8) are distributed around the periphery of 
the cell culture insert (1) and have different radial lengths in such 
a way that a large feed opening (5) and several smaller openings 
(5A) are formed. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung beschreibt einen 
Zellkultureinsatz (1) mit einer becherformigen Einsatzwand (1 1) 
mit einem Membranfilterboden (9) und mit oben umfangsmassig 
verteilten herausstehenden Tragearmen (3, 4) und mit seitlichen 
Abstandhaltern (7, 8) fur eine vertikale und horizontale 
Orientierung in einem Well (2) mit einer Nahrflussigkeit (N) 
in einer Zellkulturplatte, wobei die Abstandshafter (7, 8) auf 
dem Umfang des Zellkultureinsatz (1) so verteilt und zur Seite 
so unterschiedlich lang ausgebildet sind, dass sich ein grosses 
Beschickungsfenster (5) und mehrere kleinere Fenster (5 A) 
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Unser Zeichen: O 30 / 42 
Zellkultureinsatz 

Die Erfindung betrifft einen Zellkultureinsatz mit einer becherfbrmigen Einsatzwand mit 
einem Membranfilterboden und mit oben umfangsmaBig verteilten herausstehenden 
Tragearmen und mit seitlichen Abstandhaltern fur eine vertikale und horizontale Orientierung 
in einem Well mit einer NShrflussigkeit in einer Zellkulturplatte. 

Zellkultureins&tze sollen, urn mit ihnen bequem arbeiten zu konnen, eine groBe Einftiil- 
offnung besitzen. Auch der untere Querschnitt mit der Membran soli ausreichend groB sein, 
urn einen guten Fliissigkeitsaustausch zwischen dem Becherinhalt und dem Wellinhalt zu 
erlauben. Auch ist es giinstig, die Zellkultureinsatze in das Well einzuhangen, urn an dem 
unteren Rand des Einsatzes keine das Zellwachstum storenden Fiifle zu haben. Neben der 
Zuganglichkeit des Zellkultureinsatzes durch die Einftilloffhung ist auch die Zuganglichkeit 
des Wellbodens fur Pipetten wichtig. 

So sind Zellkultureinsatze in Becherform, beispielsweise aus der Patentschrift US 4,871,674 
und US 5,578,492, bekannt, die in ein Well eingehangt sind und den Zugang zum 
Zellkultureinsatz und zum Well erlauben. Die hier beschriebenen Zelleinsatze sind 
symmetrisch aufgebaut und besitzen im eingehSngten Zustand rund urn die Einsatze nur 
kleine Beschickungsfenster ftir das Einfuhren von Pipetten in das Well. 

In der Patentschrift US 4,871,674 ist beschrieben, dass der Zellkultureinsatz in eine obere 
Stellung gebracht werden kann, um das Beschickungsfenster zum Einfuhren einer Pipette zu 
vergroBern. Dabei liegt der Zellkultureinsatz an der Wand des Wells an, wodurch die Zellen 
im Well geschadigt werden. 

Weiterhin ist aus der US 5,272,083 ein Zellkultureinsatz bekannt, der an einem oberen 
Flansch eine sich unter 45 Grad konisch bis zu einem zylindrischen Kulturraum verengende 
Tragarmanordnung trSgt, wobei zwischen den Tragarmen Ausnehmungen sind, die eine 
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Pipettenzuganglichkeit erbringen. Der Kulturraum ist dabei erheblich, auf ca. Va des 
Durchmessers des Aufhahmeraums, eingeengt. 

Die bekannten Zellkultureinsatze sind entweder aus vollig farblosen transparentem Material 
oder aus dem gleichen einfarbigen Kunststoff hergestellt wie die Zellkulturplatte mit den 
Wells. Dadurch ergibt sich eine schlechte Unterscheidbarkeit zwischen dem Well und dem 
Zellkultureinsatz, womit das manuelle und das automatische Arbeiten erschwert ist. 

Es ist Aufgabe der Erfindung, einen verbesserten Zellkultureinsatz mit ausreichend groBer 
Membranflache anzugeben, bei dem das Beschickungsfenster fur das Well wesentlich grofler 
. ist und bei dem keine Bewegung des Einsatzes erforderlich ist, urn Pipetten in das 
Beschickungsfenster einzufuhren. 

GelOst wird diese Aufgabe dadurch, dass die Abstandshalter auf dem Umfang des 
Zellkultureinsatz so verteilt und zur Seite so unterschiedlich lang ausgebildet sind, dass sich 
ein groBes Beschickungsfenster und mehrere kleinere Fenster ergeben. 

Vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung sind in den Unteranspruchen angegeben. 

Der becherformige Zellkultureinsatz hangt an Tragarmen auf dem oberen Rand des Wells und 
ist uber unterschiedlich lange Abstandhalter asymmetrisch positioniert. Dabei bildet sich 
zwischen den lSngsten Abstandhaltern ein Beschickungsfenster aus, in das bequem Pipetten 
eingefuhrt werden konnen. 

Drei Abstandhalter, die umfangsmaBig auf mehr als den halben Umfang verteilt sind, sind 
minimal erforderlich, urn den Zellkultureinsatz in der Offhung des Wells definiert zu 
positionieren. Das groBte Beschickungsfenster ergibt sich, wenn einer der drei Abstandhalter 
kurzer als die beiden anderen ist. 

Gunstig in dieser Anordnung ist, dass der kiirzeste Abstandhalter einen Mindestabstand 
zwischen dem Zellkultureinsatz und der Wand des Wells so bestimmt, dass kapillare 
Engraume von Zellen zwischen dem Zellkultureinsatz und der Wellwand vermieden werden, 
so dass keine Flussigkeit dort aufsteigt 
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Vorteilhaft sind ein kurzer Abstandhalter und zwei gleich lange Abstandsstege umfangsmaBig 
gleich verteilt am Becher angeordnet. Die Abstandstege, die beim Einfiihren des 
Zellkultureinsatzes in das Well eine asymmetrische Positionierung darin ubernehmen, sind 
vorteilhafterweise nach unten verjiingt. Die Tragearme sorgen dafur, dass der 
Zellkultureinsatz in einer definierten Hohe im Well hSngt. Der kurzeste Abstandhalter sorgt 
dafur, dass ein Mindestabstand zwischen den WSnden vom Zellkultureinsatz und dem Well 
eingehalten wird. 

In einer besonders vorteilhaften Ausfuhrung erbringt mindestens eine in die Einsatzwand 
obenendig zwischen den langen Abstandsstegen ausgebildete Wandausnehmung eine noch 
weiter verbesserte Pipettenzuganglichkeit. Die Tiefe der Ausnehmung betragt beispielsweise 
20% der Einsatzhohe. Die Unterkante der Wandausnehmung weist einen ausreichenden 
Sicherheitsabstand zum Nahrlosungspegel auf. Die Ausnehmungskante verlauft zur 
Vermeidung von kritischen Biegespannungen zu den Tragarmen hin abgerundet divergierend 
nach oben. Die Einsatzwand weist einen relativ grofien Durchmesser im Kulturraum auf, da 
sie nur mit Ausformschragen versehen ist, die auBen etwa 1,5 Grad und innen etwa 3,3 Grad 
betragen. Der freie Membrandurchmesser ist dadurch groBer als der Radius des Wells. Wenn 
zwischen alien Tragarmen Wandausnehmungen eingebracht sind, ist aufier der Pipettenzu- 
ganglichkeit auch der PinzettenzugrifF zu den Tragarmen wesentlich verbessert. 

Trotz der exzentrischen Aufhangung des Zellkultureinsatzes im Well bleibt fur die 
automatische optische Auswertung der Zellkulturplatten mit den hier beschriebenen 
Zellkultureinsatzen ein gemigend groBes Beobachtungsfenster von z.B. 3 mm Durchmesser 
liber der Mitte der Wells erhalten. 

Wird ein groOeres Beschickungsfenster benotigt, kann der Zellkultureinsatz mit einer Pipette 
nach oben geschoben werden, wobei es an den schragen Abstandhaltern entlang ein Stuck aus 
dem Well gleiten kann. Nach dem Entfernen der Pipette gieitet der Zellkultureinsatz an den 
Abstandhaltern entlang zuverlassig in das Well zuruck. 

Durch die hohe geschlossene Bauart des Zellkultureinsatzes wird eine Kontamination 
zwischen der Innen- und der AuBenseite des Zellkultureinsatzes vermieden. 
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Fur die Handhabung des Zellkultureinsatzes im Well lasst er sich mittels einer Pinzette an 
einem der langen Tragarme leicht erfassen, einsetzen und auch wieder herausheben. 

Alle fur ZellkultureinsStze bekannte Membranen konnen verwendet werden; 
Kapillarenmembranen aus Polyester oder Polycarbonat haben den Vorzug einer genau 
einstellbaren Porositat und Transparent 

Vorteilhafterweise wird der Zellkultureinsatz aus einem eingefarbten Kunststoff hergestellt, 
der einen sichtbaren Kontrast zu dem Material des Wells darstellt. Damit ist die Erkennbarkeit 
der Einfulloffiiung verbessert. Vorzugsweise komrat ein transparenter farbiger Kunststoff 
zum Einsatz. 

Eine Ausfuhrung der Erfindung ist in den Figuren beispielhaft beschrieben. 

Fig. 1 zeigt eine Draufsicht auf einen Zellkultureinsatz erster Ausfuhrung im Well, 

Fig. 2 zeigt eine Ansicht des Zellkultureinsatzes von der Seite mit drei Abstandstegen, 

Fig. 3 zeigt eine Ansicht des Zellkultureinsatzes von der Seite mit Abstandstegen und 

Abstandshalter, 

Fig. 4 zeigt eine Schnittdarstellung des Well mit Zellkultureinsatz mit Abstandhalter, 
Fig. 5 zeigt eine Schnittdarstellung des Well mit Zellkultureinsatz mit schrager Wandung; 
Fig. 6 zeigt eine zweite Ausfuhrung des Einsatzes in Perspektive; 
Fig. 7 zeigt dazu einen axialen Schnitt A - A; 
Fig. 8 zeigt dazu eine Draufsicht. 

In Fig. 1 ist ein Zellkultureinsatz 1 erster Ausfuhrung in der Draufsicht dargestellt, wie in 
einer runden Offnung im Well 2 ein Zellkultureinsatz 1 aufiermittig zur Offhung gehalten ist. 
Er wird von drei Tragearmen 3, 4 gehalten, wobei der Tragearm 3 kiirzer als die beiden 
anderen ausgefuhrt ist. Dadurch ergibt sich ein groBes Beschickungsfenster 5, in das eine 
Pipette leicht eingeflihrt werden kann, sowie zwei kleinere Fenster 5 A. Auch die Offhung 6 
des Zellkultureinsatzes ist gut von oben zuganglich. Die Tragearme 3, 4 sind jeweils urn 120 
Grad versetzt angeordnet. Die Exzentrizitat zwischen der Achse des Well und der des 
Einsatzes betragt mehr als 1,3 mm, z.B. 4 mm. Diese wird durch unterschiedliche Abstands- 
stege, die unter den Tragarmen 3, 4 angeordnet sind, erreicht. 
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Fig. 2 zeigt eine Seitenansicht des becherformigen Zellkultureinsatzes 1 . An ihm sind lange 
dreieckf&rmigen Abstandstege 7 seitlich nach unten verjiingt und ein weiterer kurzerer 
Abstandsteg 7a angebracht. Oben sind an der Einsatzwand 1 1 die Tragearme 3, 4 ausgeformt, 
von denen der Tragearm 3 kttrzer ist, der zu dem kiirzeren Abstandssteg 7a gehort. 

Fig. 3 zeigt eine Seitenansicht des becherformigen Zellkultureinsatzes 1 in abgewandelter 
Form. An ihm sind die dreieckfbrmigen Abstandstege 7 und ein weiterer Abstandhalter 8 in 
Noppenform angebracht. 

Fig. 4 zeigt einen Schnitt durch das zylindrische Well 2 mit eingehangtem Zellkultureinsatz 1 . 
Die Tragearme 3, 4 liegen oben auf dem Well 2 auf und bestimmen die Hohenlage des 
Zellkultureinsatzes 1. Ober die Abstandstege 7 und dem Abstandhalter 8 wird der Abstand 
zwischen den Wanden definiert gehalten. Das Beschickungsfenster 5 liegt zwischen den 
langen Tragearmen 4. Der Zellkultureinsatz 1 besitzt oben die Offhung 6 und unten die 
Membran 9. Der Abstand zwischen den Wanden ist in der Pegelhohe P des Fliissigkeits- 
spiegels 10 so groB, dass sich keine Kapillarwirkung ergibt. 

Fig. 5 zeigt den gleichen Schnitt wie Fig. 4, mit dem Unterschied, dass der Abstand zwischen 
den Wanden des Einsatzes 1 und des Wells 2 in Hohe des Fliissigkeitsspiegels 1 0 durch die 
relativ groBere Schrfige des Zellkultureinsatzes 1 bestimmt wird, die im Beispiel ca. 7 Grad 
betrSgt. 

Fig. 6 zeigt perspektivisch eine weitere Ausfuhrungsform eines Zellkultureinsatzes 1 A, bei 
dem die Einsatzwand 1 1 von oben zwischen den Tragarmen 3, 4 jeweils eine Wandaus- 
nehmung 12 aufweist, die zu den Tragarmen hin abgerundet ausgebildet ist. Die Ausneh- 
mungstiefe T betragt etwa 20% der Einsatzhohe H, so dass die Unterkante 13 der Wandaus- 
nehmungen 12 einen ausreichenden Pegelabstand H zum ublichen Flussigkeitsspiegel 10 
aufweist. 

Fig.7 zeigt einen axialen Querschnitt durch die Ausfuhrung Fig. 6. Man erkennt dort das 
GroBenverhaltnis der Ausnehmungstiefe T zur Einsatzhohe H, die etwa ftinf mal so groB ist. 
Auch der Normalpegelstand P der Nahrflussigkeit 10 ist dargestellt, der etwa 1/3 der Einsatz- 
hohe H tiber der Membran 9 liegt. Die Einsatzwand 1 1 ist auBen mit einer Ausformschrage 
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von ca. 1,5 Grad nach unten konisch verjiingt und innen mit etwa 3,3 Grad verjiingt, so dass 
die obere WandstSrke WO nach unten von 1 mm auf eine untere Wandstarke WU von 1,5 mm 
zunimmt, was unten einen sicheren SchweiBrand fur die Membran 9 und oben mehr umlau- 
fenden Freiraum schafft. 

Fig. 8 zeigt die Draufsicht zu Fig. 7. Strichpunktiert ist die Innenwand W des Wells 
angedeutet, deren Wellradius R kleiner als der Membrandurchmesser D ist. Die Exzentrizitat 
des Einsatzes 1A zur Wellinnenwand W betragt etwa 1,5 mm im Beispiel. 
Beispielsweise betr§gt der Wellradius R 10 - 12 mm und der nutzbare Durchmesser D der 
Membran 9 11-13 mm. Die Einsatzwand 1 1 ist oben etwa 15 - 17 mm weit. Die Abstands- 
halter 7, 8 erbringen durch ihre unterschiedliche seitliche Erstreckung eine Exzentrizitat des 
Einsatzes 1 A im Well 2 von 1,3-1,7 mm. 




WO 2004/020571 



Bezugszeichenliste 

1 1A Zellkultureinsatz 

2 Well 

3 kurzer Tragearm 

4 langer Tragearm 

5 Beschickungsfenster groB 
5a Beschickungsfenster klein 

6 Offhung des Zellkultureinsatzes 

7 Langer Abstandsteg 
7a Kurzer Abstandsteg 

8 Abstandhalter 

9 Membran 

1 0 Flussigkeitsspiegel 

1 1 Einsatzwand 

12 Wandausnehmung 

13 Unterkante der 
Wandausnehmung 

A Pegelabstand zur Unterkante 

D Membrandurchmesser 

H Einsatzhohe 

N Nahrflussigkeit 

P Pegelhohe 

R Wellradius 

T Ausnehmungstiefe 
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WO obere WandstSrke 
WU untere Wandstarke 



W Wellinnenwand 
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Patentanspriiche: 

1 . Zellkultureinsatz ( 1 ) mit einer becherformigen Einsatzwand (11) mit einem 
Membranfilterboden (9) und mit oben umfangsmaflig verteilten herausstehenden 
Tragearmen (3, 4) und mit seitlichen Abstandhaltern (7, 8) ftir eine vertikale und 
horizontale Orientierung in einem Well (2) mit einer Nahrfliissigkeit (N) in einer 
Zellkulturplatte, dadurch gekennzeichnet, dass die Abstandshalter (7, 8) auf dem 
Umfang des Zellkultureinsatz (1) so verteilt und zur Seite so unterschiedlich lang 
ausgebildet sind, dass sich ein groBes Beschickungsfenster (5) und mehrere kleinere 
Fenster (5 A) ergeben. 

2. Zellkultureinsatz nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens zwei der 
Abstandhalter (7) als nach unten verjiingte dreieckige Abstandstege ausgefuhrt sind. 

3. Zellkultureinsatz nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass der kttrzeste 
Abstandhalter (8) einen Mindestabstand zwischen der Einsatzwand (1 1) des 
Zellkultureinsatzes (1) und Innenwand (W) des Wells (2) bestimmt, der ein kapillares 
Aufsteigen der Nahrfliissigkeit (N) verhindert. 

4. Zellkultureinsatz nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass der Abstand 
zwischen der Einsatzwand (1 1) des Zellkultureinsatz (1) und einer Innenwand (W) des 
Wells (2) durch eine nach unten verjiingte Form der Einsatzwand (1 1) bestimmt ist. 

5. Zellkultureinsatz nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Zellkultureinsatz 
(1) an drei Tragearmen (3, 4) in das Well (2) exzentrisch eingehangt gehalten ist. 

6. Zellkultureinsatz nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die Tragarme (3,4) 
anschlieBend uber den Abstandhaltern (7, 8) und umfangsmaBig je urn 120 Grad 
versetzt angeordnet sind. 



7. Zellkultureinsatz nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Einsatzwand 
(11) zwischen mindestens den zwei langeren Tragearmen (4) oben eine 
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Wandausnehmung (12) mit einer Unterkante (13) aufweist, die beabstandet ilber 
einem normalen Pegelstand (10) der Nahrstoffiliissigkeit (N) liegt. 

8. Zellkultureinsatz nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die Unterkante (13) 
der Wandausnehmung (12) zu den Tragarmen (3, 4) bogenformig verlauft. 

9. Zellkultureinsatz nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Wandausnehmung eine Tiefe (T) hat, die etwa 20% einer Einsatzhohe (H) des 
Einsatzes (1, 1A) betragt 

10. Zellkultureinsatz nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass seine Einsatzwand 
(11) membranseitig eine groBere WandstSrke (WU) aufweist als obenseitig. 

1 1 . Zellkultureinsatz nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass seine Einsatzwand 
(11) auBen von oben nach unten veijungt mit einer Ausformschrage von etwa 1,5 Grad 
ausgebildet ist und die Einsatzwand (1 1) innen eine Schrage von 3,3 Grad aufweist. 

12. Zellkultureinsatz nach Anspruch 1 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Membran (9) 
einen grOBeren Durchmesser (D) hat als einen inneren Wellradius (R) des umgebenden 



13. Zellkultureinsatz nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass der Wellradius (R) 
10-12 mm betragt, der Durchmesser (D) der Membran (9) 1 1 - 13 mm betragt, die 
Einsatzwand oben auBen 15-17 mm weit ist und die Abstandshalter (7, 8) eine 
Exzentrizitat von uber 1,3 mm des Zellkultureinsatzes (1) zum Well (2) gewahrleisten. 

14. Zellkultureinsatz nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass er aus eingefarbtem 
Material besteht. 



Wells (2). 



15. Zellkultureinsatz nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass er aus 
transparentem Material besteht. 




Fig.6 
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